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研究成果の概要（和文）：エクソソームの代表的なマーカーであるCD63抗体によるウェスタンブロットを行う
と、BxPC-3、CFPAC-1、Panc-1の膵癌細胞株では発現を認めたのに対し、MIA PaCa-2、AsPC-1の膵癌細胞株では
発現が減弱していた。以上の結果により、膵癌細胞株では、各細胞株によってエクソソームの分泌が異なること
が示唆された。また、膵癌患者血清、膵癌細胞株からエクソソーム由来のRNAを同定した。各々のサンプルRNAか
らのPCRでのmiRNAの同定では、特定のmiRNAは認めなかった。

研究成果の概要（英文）：We evaluated exosomes isolated from pancreatic cancer-derived cells. CD 63 
was highly expressed in BxPC-3、CFPAC-1、Panc-1 cells, on the other hand CD 63 was slightly 
expressed in MIA PaCa-2、AsPC-1 cells. These results suggest that exosome production is depended on 
pancreatic cancer-derived cell.Furthermore, we detected exsomal RNA form pancreatic cancer-derived 
cells as well as serum form pancreatic cancer patients. We could not detect specific miRNA from 
various exosomal RNA.  

研究分野：肝胆膵

キーワード： エクソソーム　膵癌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

膵癌は、手術および術後化学療法の集学的治

療で治療成績は徐々に向上しているものの、

術後早期再発が多く、組織学的治癒切除がで

きても、遠隔転移、局所再発が多いことから、

他の癌と比較するといまだ予後不良である

（Egawa et al. Pancreas 2012）。Micro RNA 

(miRNA)は、ゲノム上の非コード領域から転

写される 20～25塩基ほどの non-coding RNA

で mRNA から蛋白質への翻訳阻害や mRNA

の転写、安定性を担う機能を持っており

（Bartel. Cell 2004）、細胞増殖、分化、細胞死

などの役割をもつとともに、癌においてもそ

の発現異常が、癌の発生・進行・転移に寄与

することが報告されている。膵癌では、癌抑

制遺伝子を抑制するmiR-21等のmiRNAが膵

癌組織で過剰発現しており、他方は、癌遺伝

子を抑制する働きをもつ Let-7、miR-34a等の

miRNA 発現低下が報告され、miRNA による

膵癌細胞の悪性度、治療抵抗性、さらに癌幹

細胞性への関与が示唆されている（Szafranska 

et al. Oncogene 2007）。近年、この miRNAが

エクソソーム内に含まれ、細胞外に分泌され

ることが明らかになるとともに、新たな細胞

間シグナル伝達メカニズムとして注目され

ており（Valadi et al. Nat Cell Biol 2007）、申請

者は、エクソソームが経時的に標的肝細胞に

取り込まれる様子を示した（Nojima et al. J 

Hepatology 2015）。エクソソームは、蛋白質や

miRNAを含有する直径 30nm～100nmのリン

脂質二重層で構成される小胞であり、がん細

胞を含め、さまざまな細胞から分泌されてお

り、細胞外である血液、尿、唾液等に存在し

ている（Nojima et al. J Hepatology 2015）。が

んにおいてのエクソソーム miRNA の役割と

して、新たなバイオマーカーとして、血液中

エクソソーム miRNA による早期診断、予後

との関連（Tanaka et al. Cancer 2013）や、

miRNAデリバリーツールとして、エクソソー

ムを介した癌細胞増殖抑制効果、腫瘍増大抑

制効果が報告されている。このエクソソーム

を用いた miRNA治療の要点は、 

① エクソソーム中の miRNA は、脂質

二重層で構成される小胞内に存在す

るより、血液中においても安定して

おり、Rnase により分解されにくい

こと（Quiyu et al. Molecules 2014, 

Valadi et al. Nat Cell Biol 2007） 

② 経静脈投与により標的癌細胞にエク 

 ソソームが取り込まれることによ 

り、MiRNA 発現を増加し、抗腫瘍

効果を認めること（Ohno et al. Mol 

Ther 2013） 

③ 生来 miRNA を含有しているエクソ

ソームを介した miRNA 治療は、す

でに生体内にあるものを担体として

用いること、各癌において、すでに

行われているエクソソーム投与の臨

床試験において大きな毒性を認めな

いこと（Dai et al. Mol Ther 2008） 

から、他のデリバリーツールとして報告され

ているアテロコラーゲンを担体とした

miRNA治療と比較して（Takeshita et al. Mol 

Ther 2010）、安全性に優れていること 

以上の特徴より、今後、膵癌での臨床応用が

期待される miRNA を腫瘍に送達する核酸医

薬治療は、生体由来の miRNA デリバリーシ

ステムとして、エクソソームの腫瘍への

miRNAの高い運搬能を応用することで、膵癌

に対する腫瘍特異的治療としての確立が期

待できる。 

 

２．研究の目的 

膵癌では、microRNA (miRNA)の発現異常が、

癌の発生・進行・転移に寄与することが報告

されているが、miRNAを腫瘍選択的に送達す

る核酸医薬治療はまだ確立されていない。こ

の miRNA を含有する、細胞から分泌された

直径 30～100nm の小胞であるエクソソーム

は、癌での新たな細胞間シグナル伝達メカニ



ズムとして注目されている。そこで、本研究

では膵癌でのエクソソーム中miRNAを分離、

解析し、膵癌細胞増殖、進展を制御している

miRNA を含んだエクソソーム投与による標

的となる癌細胞の増殖･浸潤抑制効果を明ら

かにし、さらに、膵癌の腫瘍特異的抗体で標

識したエクソソームを用いることによる腫

瘍選択性の増強を調べる。生体由来のデリバ

リーシステムとして、エクソソームの miRNA

の高い運搬能を応用することで、膵癌に対す

る腫瘍特異的な新規核酸医薬治療としての

確立を目指す。 

 

３．研究の方法 

本計画では、膵癌でのエクソソーム内の

miRNA発現異常を評価し、がん細胞増殖、進

展を制御している miRNA を含有したエクソ

ソームを膵癌に投与し、細胞増殖・浸潤能、

腫瘍増大抑制効果を検討する。 

 

４．研究成果 

膵癌でのエクソソームの存在を評価するた

めに、まず各膵癌細胞株と正常膵上皮細胞株

である HPDE細胞を培養し、抽出した培養液

から超遠心分離法にてエクソソームを分離

した。エクソソームが分離できているかを、

エクソソームの代表的なマーカーである

CD63 抗体によるウェスタンブロットを行う

と、BxPC-3、CFPAC-1、Panc-1の膵癌細胞株

では発現を認めたのに対し、MIA PaCa-2、

AsPC-1 の膵癌細胞株では発現が減弱してい

た。正常細胞株においては CD63抗体による

ウェスタンブロットを行ったが、発現を認め

なかった。膵癌手術を行った患者の血清でも

同様に CD63抗体によるウェスタンブロット

にて発現を確認した。 

 

電子顕微鏡にてサイズを測定すると、膵癌細

胞株である Panc-1 から抽出したエクソソー

ムの平均値は 168.5nm、膵癌手術を行った患

者の血清からは 180.2nm であった。Panc-1、

健常者の血清、膵癌患者の血清からそれぞれ

抽出したエクソソームから RNA を抽出し、

バイオアナライザーにて解析すると、細胞由

来のリボソーム RNA の発現を認めず、エク

ソソーム由来のRNAであることを確認した。

以上の結果により、膵癌細胞株では、各細胞

株によってエクソソームの分泌が異なるこ

とが示唆された。また、膵癌患者血清、健常

者血清、膵癌細胞株からエクソソーム由来の

RNAを同定した。 

 

 

各々のサンプルRNAからのPCRでのmiRNA

の同定では、特定のmiRNAは認めなかった。 
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